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Optimizing human blood derived chocolate agar as a medium of antimicrobial susceptibility 
test of Haemophilus influenzae: role of packed red cell 
Background: The standard medium for antimicrobial susceptibility testing of Haemophilus 
influenzae is Haemophilus Test Medium (HTM). It is difficult to provide and expensive, 
causing standard routine test for Haemophilus influenzae is very rarely done. In Indonesia 
the use of human blood as a medium for antimicrobial susceptibility testing of Haemophilus 
influenzae has not been done. 
Aim: To compare the agreement of the results of antimicrobial susceptibility testing of 
H.influenzae in ACD, ACMSt, and ACMH, with HTM to find an alternative medium for 
antimicrobial susceptibility testing of H.influenzae as HTM 
Methods: The design study used a True experimental post-test only. Antimicrobial 
susceptibility test was carried on by disc diffusion method (CLSI 2011) on HTM, ACD, 
ACMSt, ACMH against 11 strains of H.influenzae. Data were analyzed by Kappa agreement 
test with the minimum agreement k> 0.80 (very good agreement). 
Results: For ACD, k> 0.80 were only achieved by 40% antibiotic tested (chloramphenicol 
and cotrimoxazole). For ACMSt, very good agreement was achieved only by 60% antibiotic 
tested (chloramphenicol, cotrimoxazole, and tetracycline). For ACMH, very good agreement 
was achieved by all(100%) of the antibiotics tested (chloramphenicol, co-trimoxazole, 
tetracycline, amoxicillin-clavulanic acid, and ceftriaxone). 
Conclusion: ACMH could be used as an alternative medium for antimicrobial susceptibility 
testing of H.influenzae. 
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Latar Belakang: Media standar untuk uji sensitivitas antibiotik terhadap Haemophilus 
influenzae adalah Haemophilus Test Medium (HTM). Pengadaannya yang sulit dan mahal 
membuat uji standar rutin untuk Haemophilus influenzae jarang dilakukan. Di Indonesia 
penggunaan  darah manusia sebagai media uji sensitivitas antibiotik terhadap Haemophilus 
influenzae belum pernah dilakukan sebelumnya. 
Tujuan: Membandingkan kesesuaian hasil uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae 
pada media ACD,ACMSt, dan ACMH, dengan HTM untuk mendapatkan alternatif media uji 
sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae sebaik HTM 
Metode: Penelitian ini menggunakan desain True experimental post test only. Uji  sensitivitas 
antibiotik  dengan metode difusi cakram (CLSI 2011) pada media HTM,ACD,ACMSt,ACMH 
terhadap 11 strain H.influenzae. Analisis data menggunakan uji statistik Kappa dengan nilai 
kesesuaian minimum k >0,80(kesesuaian sangat baik). 
Hasil: Pada media ACD, k >0,80 hanya dicapai oleh 40% antibiotik yang diuji 
(kloramfenikol dan kotrimoksasol). Pada media ACMSt, kesesuaian sangat baik hanya 
dicapai oleh 60% antibiotik yang diuji (kloramfenikol, kotrimoksasol, dan tetrasiklin). Pada 
media ACMH, kesesuaian sangat baik dicapai oleh semua(100%) antibiotik yang diuji 
(kloramfenikol, kotrimoksasol, tetrasiklin, amoksisilin-asam klavulanat, dan seftriakson).  






Haemophilus influenzae adalah bakteri gram negatif, kokobasil, kecil, tidak membentuk 
spora, dan pleomorfik.
1,2 
Angka kesakitan penyakit-penyakit yang disebabkan oleh 
H.influenzae di Indonesia masih tinggi. Menurut Riskedas 2007, pneumonia merupakan 
penyakit penyebab kematian kedua tertinggi setelah diare di antara balita, dan H.influenzae 
merupakan penyebab tersering kedua dari penyakit ini.
3  
Penyakit lain yang sering disebabkan 
oleh H.influenzae dan memiliki angka kesakitan dan kematian yang tinggi adalah 
meningitis.
4,5 
Haemophilus Test Medium (HTM) adalah media standar untuk melakukan uji 
sensitivitas terhadap H.influenzae. Komposisi dari Haemophilus Test Medium adalah Mueller 
Hinton Agar yang ditambahkan faktor X dan faktor V, serta ekstrak yeast.
6 
Harganya yang 
mahal dan tidak tersedianya media tersebut di Indonesia membuat uji sensitivitas untuk 
H.influenzae jarang dilakukan. Resistensi antibiotik masih menjadi masalah terdepan dalam 
pengobatan modern. Uji sensitivitas rutin dengan media yang tepat, penting untuk mengatasi 
masalah resistensi ini, termasuk resistensi H.influenzae terhadap antibiotik. Pengadaan media 
uji sensitivitas yang mudah serta biaya yang murah mutlak menjadi syarat untuk dapat 
dilakuannya uji sensitivitas secara rutin. 
Pada penelitian ini digunakan darah manusia sebagai penyedia faktor X dan V, di mana 
darah manusia merupakan darah yang mudah pengadaanya dan harganya murah. Namun, 
darah manusia memiliki banyak faktor inhibisi yang akan merusak faktor X dan V pada 
pemanasannya sehingga H.influenzae tidak dapat tumbuh dengan baik bila dibandingkan 
dengan media dengan darah domba. Penelitian yang dilakukan oleh Risang B. tahun 2011, 
menunjukkan bahwa agar coklat dari darah manusia yang ditingkatkan kadar hemoglobinnya 






Berdasarkan latar belakang di atas, maka dilakukan penelitian mengenai optimalisasi 
agar coklat darah manusia yang dimodifikasi dengan menggunakan packed red cell sebagai 
media uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae. Penelitian ini dilakukan untuk 
mengetahui kesesuaian antara media modifikasi dengan media standar HTM dengan harapan 
penelitian ini dapat dijadikan inovasi atau alternatif baru, terutama dalam bidang kedokteran. 
METODE 
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratoris dengan desain True-
experimental post test only. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi FK 
UNDIP  pada bulan Maret-Mei 2012. Sampel pada penelitian ini adalah strain H. influenzae 
ATCC 49247 dan  strain isolat swab nasofaring orang sehat RSUP dr.Kariadi Semarang yang 
tumbuh pada media HTM, agar coklat dari darah domba, dan agar coklat dari darah manusia. 
Sampel dieksklusi apabila terdapat kontaminasi pada media HTM, agar coklat dari darah 
domba,dan agar coklat dari darah manusia.   
Variabel bebas pada penelitian ini adalah media uji sensitivitas antibiotik terhadap 
H.influenzae antara lain HTM, agar coklat darah domba (ACD), agar coklat darah manusia 
dengan Hb standar (ACMSt), dan agar coklat darah manusia dengan packed red cell 
(ACMH).  Variabel tergantungnya adalah hasil uji sensitivitas 5 macam antibiotik yaitu 
amoksisilin asam-klavulanat 20/10µg, seftriakson 30µg, kloramfenikol 30µg, 
kotrimoksasol(trimetoprim-sulfametoksasol 1,25/23,75 µg),dan tetrasiklin 30µg terhadap 
H.influenzae yang dibagi menjadi sensitif dan resisten(resisten dan intermediate). 
Alur dalam penelitian ini adalah menumbuhan H.influenzae strain ATCC 49247 dan 
strain dari isolat klinik RSUP dr.Kariadi Semarang. Kemudian dilakukan pembuatan media 
HTM,ACD, ACMSt, dan ACMH. Kuman yang telah diinkubasi selama 24 jam kemudian 
diinokulasikan pada media HTM,ACD, ACMSt, dan ACMH dan ditempeli cakram antibiotik 





Kemudian semua media diletakkan dalam sungkup lilin lalu diinkubasi dalam inkubator 
dengan suhu 35
0
C selama18-24 jam. Diameter zona inhibisi pada media ACD,ACMSt, dan 
ACMH yang terlihat diukur kemudian diinterpretasikan dan dibandingkan dengan zona inibisi 
pada media HTM. Hasil pengamatan pada variabel tergantung dianalisis dengan 
menggunakan uji statistik Kappa dengan nilai kappa standar untuk dunia kedokteran adalah 
≥0,80 (kesesuaian sangat baik)7. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
HASIL 
Dalam penelitian ini digunakan sebelas sampel yang telah diisolasi dan ditanam pada 
media HTM, ACD, ACMSt, dan ACMH. Jumlah sampel yang digunakan telah memenuhi 
syarat replikasi minimal untuk tiap perlakuan sesuai dengan rumus Frederer yaitu tujuh 
sampel. Setiap replikasi diulang secara diplo. Kesebelas sampel kuman H.influenzae terdiri 
dari satu strain ATCC (American Type Culture Collection) 49247 dan sepuluh strain dari 
isolat murni H.influenzae dari swab nasofaring individu sehat klinik RSUP dr. Kariadi 
Semarang. Sampel yang digunakan berupa sampel segar yang berumur 18-24 jam. 
Hasil uji sensitivas antibiotik terhadap H.influenzae berupa diameter zona inhibisi 
yang akan diinterpretasikan dan dibandingkan dengan diameter zona inhibisi standar yang 
ditetapkan oleh Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kemudian 
diinterpretasikan. Uji hipotesis menggunakan uji kesesuaian Kappa untuk menentukan 








Tabel1. Data interpretasi diameter zona inhibisi antibiotik pada media HTM, ACD, ACMSt, 
dan ACMH 
Jenis Antibiotik 
Interpretasi diameter zona inhibisi antibiotik berdasarkan CLSI 
HTM ACD ACMSt ACMH 
S R S R S R S R 
1) Amoksisilin asam-klavulanat 
20/10µg 
19 3 17 5 17 5 19 3 
2) Seftriakson 30 µg 19 3 17 5 20 2 19 3 
3) Kloramfenikol 30 µg 18 4 19 3 18 4 18 4 
4)Kotrimoksasol(trimetoprim-
sulfametoksazol 1,25/23,75 µg 
21 1 21 1 21 1 21 1 
5) Tetrasiklin 30 µg 15 7 7 15 13 9 13 9 
 
Keterangan:  S: Sensitif 
 R: Resisten dan intermediate 
  
 
Tabel 2.  Tabel besar nilai Kappa 
Nilai Kappa Strength of agreement 
< 0,20 Poor             (slight agreement) 
0,21 – 0,41 Fair              (fair agreement) 
0,41 – 0,60 Moderate     (moderate agreement) 
0,61 – 0,80 Good            (substansial agreement) 
0,81 – 0,99 Very good    (almost perfect agreement) 
 
Dalam penelitian ini agreement atau kesesuaian nilai uji statistik Kappa 
menunjukkan tingkat kesesuaian serta ketepatan atau presisi media modifikasi sebagai media 
uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae. 
Dalam bidang kedokteran, nilai Kappa dari hasil penelitian dapat dikatakan layak 
apabila mencapai nilai di atas 0,80 (sangat baik).
7
 Semakin tinggi nilai Kappa pada media 








Gambar 1. Grafik nilai Kappa berbagai media uji sensitivitas antibiotik terhadap 
H.influenzae 
  
Keterangan:  Amok : Amoksisilin-asam klavulanat 20/10 µg 
 Seftr : Seftriakson 30 µg 
 Klor : Kloramfenikol 30 µg 
    Kotri     : Kotrimoksasol (Trimetoprim-sulfametoksasol)  1,25/23,75 µg 




Berdasarkan grafik di atas (lihat gambar 1) mengenai uji kesesuaian Kappa antara 
media modifikasi dengan media standar, didapatkan hasil bahwa media ACD memiliki 
kesesuaian sangat baik (nilai Kappa >0,80)  dengan HTM hanya terdapat pada dua antibiotik 
(40%), yaitu untuk antibiotik kloramfenikol dan kotrimoksazol, sedangkan pada media 
ACMSt hanya terdapat pada tiga antibiotik (60%), yaitu kloramfenikol, kotrimoksazol, dan 
tetrasiklin, serta media ACMH terdapat pada semua antibiotik yang ditanam (100%) yaitu 











































Pada uji sensitivitas antibiotik dengan metode difusi terdapat beberapa faktor teknis 
yang mempengaruhi ukuran diameter zona inhibisi, antara lain kepekatan inokulum, waktu 
pemasangan cakram, suhu inkubasi, waktu inkubasi, ketebalan media, pengaturan jarak 
cakram antibiotik, kecepatan difusi antibiotik, derajat sensitifitas mikroorganisme, dan 
kecepatan pertumbuhan bakteri, dan komposisi media.
8 
Pada penelitian ini telah dikontrol semua faktor yang disebutkan di atas supaya sama 
kecuali komposisi media yang memang dibuat berbeda. Apabila terdapat perbedaan pada 
salah satu faktor akan mempengaruhi hasilnya karena akan memperbesar atau memperkecil 
ukuran diameter zona inhibisinya. Karena adanya perbedaan dari komposisi medianya maka 
hasil yang didapat bisa berbeda dari nilai kesesuaian dari media standar (HTM) dengan media 
modifikasi.  
ACD merupakan media uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae yang memiliki 
kecukupan nutrisi untuk menunjang pertumbuhan bakteri sehingga pada pertumbuhan serta 
metaboisme bakteri tetap optimal, namun pada media ini kepadatannya meningkat karena 
terdapat penambahan darah domba sehingga kemungkinan terjadi penurunan kecepatan difusi 
antibiotik ke dalam media. Akibatnya zona inhibisi pada ACD yang terbentuk lebih kecil 
daripada zona inhibisi pada HTM, menyebabkan nilai Kappa yang didapatkan kurang dari 
standar. 
ACMSt merupakan media dengan Hb standar dan terdapat faktor inhibisi yang 
menghambat pertumbuhan bakteri. Kepadatan media ini juga bertambah karena ada 
penambahan darah manusia pada Mueller hinton agar yang menyebabkan penurunan pada 
kecepatan difusi antibiotik. Akibatnya zona inhibisi pada media ini lebih kecil daripada pada 





ACMH merupakan media yang menggunakan packed red cell. Penggunaan jenis darah 
ini diharapkan menambah faktor X(hemin) sebagai penyedia nutrisi. Penambahan nutrisi ini 
menyebabkan bakteri dapat tumbuh dengan optimal. Kepadatan media ini bertambah, namun 
dari hasil penelitian menunjukkan kesesuaian yang sangat baik pada semua antibiotik yang 
diuji sehingga kepadatan media tidak menurunkan kecepatan difusi antibiotik pada media ini. 
Hal ini kemungkinan karena hal-hal yang mempengaruhi kecepatan difusi antibiotik adalah 
derajat kelarutan lemak dan ikatan protein.
9 
Pada membran eritrosit terdapat senyawa berupa 
lemak yaitu sfingomyelin. Pada hemogobin terdapat globin sebagai senyawa protein. Pada 
darah manusia terdapat senyawa lemak dan protein yang berbeda dengan darah domba.  
Darah manusia yang didapatkan pada bank darah dapat diperoleh dengan mudah dan 
tanpa mengeluarkan uang, sehingga pembuatan media ACMH lebih murah daripada ACD dan 
HTM. Dengan terpenuhinya syarat kesesuaian minimum (k > 0,8) maka ACMH memiliki 
keandalan yang cukup dan harganya ekonomis, sehingga dapat dijadikan sebagai alternatif 
media uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae. 
 
SIMPULAN 
Media ACD dan ACMSt belum memiliki keandalan yang cukup sehingga belum layak 
dijadikan alternatif media uji sensitivitas antibiotik terhadap Haemophilus influenza. Media 
ACMH memiliki keandalan yang cukup dan harganya ekonomis, sehingga dapat digunakan 
sebagai media alternatif untuk uji sensitivitas antibiotik terhadap Haemophilus influenza. 
 
SARAN 
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap jenis antibiotik yang lain agar media ini 
dapat dijadikan sebagai media alternatif uji sensitivitas antibiotik semua jenis dan dapat 





Karena kemudahan dalam pengadaan bahan serta pembuatan media ACMH sebagai 
media alternatif uji sensitivitas, diharapkan uji standar rutin terhadap Haemophilus influenza 
dapat dilakukan di laboratorium dengan keterbatasan sumber dana, mengingat Haemophilus 
influenza merupakan patogen yang penting. 
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